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連上皮 (follicle-associated epithelium: FAE) に存在し，腸管に侵入してきた抗原や病
原体を捕捉し，抗原提示細胞への受け渡しを行う (Neutra et al. 1996; Kraehenbuhl 








る (Kindon et al. 1995)。このような非特異的かつ物理的な防御機構に加え，腸管に
は抗原特異的な IgA 抗体の産生を誘導するための免疫系組織が発達しており，腸














1997; Kraehenbuhl and Neutra 2000)。 
一般的に，M 細胞は吸収上皮細胞とは異なった特徴的な形態を有する (Regoli et 
al. 1995)。M細胞の細胞表面には，吸収上皮細胞で見られる密に発達した微絨毛が
形成されず，代わりに microfoldと呼ばれる細胞膜のひだ状構造が形成される (Bye 
et al. 1984)。また，M細胞の基底膜は深く陥入したポケット構造を形成し，そこに
数個のリンパ球あるいは樹状細胞を抱き込んでいる (Bockman 1983; Gebert 1997; 
Neutra 1999)。これにより，M 細胞の細胞質は非常に薄く膜状の形態を呈し，それ
故，M細胞はmembranous細胞とも呼ばれている。M細胞の”M”は，このmicrofold













ている (Landsverk 1981a; Reynolds and Morris 1983)。また，反芻動物のパイエル板
は生前もしくは新生児の段階で既に組織学的に成熟しており，一次リンパ器官で




能し，抗原特異的な抗体産生が誘導されないと考えられている (Mutwiri et al. 1999; 
Mutwiri et al. 2002)。一方，反芻動物の空腸パイエル板の発達や形態は他の哺乳動
物と類似しており，二次リンパ器官である (Landsverk 1984)。 
これまで，反芻動物の FAEおよびM細胞の研究は，酵素組織化学的な手法また
は電子顕微鏡を用いた形態的な観察により行われてきたが，M 細胞の詳細な研究
はほとんど行われていないのが現状である (Landsverk 1979; Landsverk 1981a; 
Landsverk 1981b; Torres-Medina 1981; Landsverk 1987; Landsverk 1988; Momotani et al. 
1988; Parsons et al. 1991; Paar et al. 1992)。研究を妨げる主な要因として，M細胞特
異的なマーカー分子が存在しないこと，in vitro M 細胞モデルが存在しないことが
あげられる。よって第 2 章では，ウシ腸管組織における M 細胞の検出法を確立す
ることを目的とし，ウシ腸管上皮細胞における中間径フィラメントの発現を解析
した。第 3章では，当研究室で樹立したウシ腸管上皮細胞株を用いて in vitro M細
胞分化誘導法の開発を試みた。さらに，第 4 章ではウシ M 細胞の細胞膜抗原の同























 ウシなどの反芻動物では，パイエル板の形態や発達，FAE における M 細胞の存
在様式が非常に特徴的である。しかし，M 細胞の分化機構および抗原取り込み機
構やその後の免疫応答など詳細はほとんど明らかになっていない。その大きな要
因の 1 つとなっているのが，ウシ M 細胞の特異的マーカー分子が存在しないこと
である。ブタ，ラットおよびウサギでは，それぞれ中間径フィラメントタンパク
質である，cytokeratin (CK) 18 (Rautenberg et al. 1996)，CK8 (Gebert et al. 1994)，
vimentin (Japson et al. 1992) がM細胞特異的マーカーとなることが報告されている。
一方，ヒト M細胞は他の腸管上皮細胞と共に CK8, 18, 19, 20を発現しており，中
間径フィラメントの違いで M細胞を識別することができない (Kucharzik et al. 1988)。
また，マウスにおいては， UEA-1，Annexin V，Sgne-1，glycoprotein-2 (GP2) など
の多数の M 細胞特異的マーカータンパク質が報告されている (Clark et al. 1993; 
Ginnasca et al. 1994; Sharma et al. 1998; Hase et al. 2005; Verbrugghe et al. 2006; Terehara 
et al. 2008)。しかし，一般的にこれらのマーカーはその動物種に限定されたマーカ
ー分子であり，現在のところ動物種間共通の M 細胞特異的マーカーは存在しない。 
ウシのM細胞では，M細胞と吸収上皮細胞の微絨毛構造の違いに着目し，アク
チンとビリンといった微絨毛構成タンパク質の局在の違いから，M 細胞を検出し













 動物は 6-10 週齢，雄のホルスタイン種牛を用いた。実験は東北大学動物実験指
針に基づいて行われた。 
 走査電子顕微鏡 (SEM) による腸管組織の表面微細構造の観察 
 屠殺後，直ちに空腸および回腸パイエル板を採取し，0.1M phosphate buffer (PB, 
pH 7.4) で洗浄した。採取した組織を 2.5% glutaraldehyde/0.1M PBに浸漬し，-4°で
24 時間固定した後，約 2 mm × 10 mmにトリミングした。以下に示す手順で観察
試料を作成し走査電子顕微鏡 (S4200, Hitachi) で観察した。 
1. 0.1M PBで洗浄 
2. 脱水 (エタノール系列: 50, 70, 80, 90, 95, 100, 100%，室温，各 15分) 
3. 置換 (t-butylalcohol，室温，15分 × 2回) 
4. 凍結乾燥 
5. 蒸着 (白金パラジウム) 
 腸管組織の免疫組織化学染色 
 屠殺後，直ちに十二指腸，空腸および回腸パイエル板，結腸を採取し，1M 
phosphate buffer saline (PBS, pH 7.4) で洗浄した。採取した 組織を 4% 
paraformaldehyde (PFA)/0.1M PBに浸漬し，4°Cで一晩固定した後，パラフィンに包
埋した。 
 cytokeratinおよび vimentinの免疫組織化学染色 
 パラフィン包埋した組織から 4 mの組織切片を作成し，以下に示す手順により，





3. 0.06% proteinase (Sigma, Saint Louis, MO)/Tris-HCl (pH 7.5) を用いた抗原賦活化処
理 (37°C，3分) 
4. 10mM PBSで洗浄 (3分× 3回) 
5. ブロッキング処理 (3% normal goat serum [Sigma])/0.1M PBS，室温，30分) 
6. 1次抗体処理 (4°C，overnight) 
使用した 1次抗体は表 1に示した。 
7. 10mM PBSで洗浄 (3分× 3回) 
8. 2次抗体処理 (室温，60分) 
mouse anti-CK8 mAbを用いた場合の 2次抗体 
 ImmPRESS Reagent Anti-Mouse Ig (Vector Laboratories, Burlingame, CA) 
その他の 1次抗体を用いた場合の 2次抗体 
 Histofine Simplestain MAX-PO(M) (Nichirei) 
9. 10mM PBSで洗浄 (3分 × 3回) 
10. DAB (0.025% 3.3’-diaminobenzidine+0.006%H2O2/0.05M Tris-HCl [ph 7.5]) で発色 
11. 水洗 (数秒間) 
12.  ヘマトキシリン染色 (約 15秒) 
13.  水洗 (30分) 
14. 脱水および透徹 
15. マリノール (武藤化学) で封入 
16. 光学顕微鏡 (AX70, OLYMPUS, Tokyo, Japan) で観察 
 Ki-67の免疫組織化学染色法 
 以下に示す手順を除き，手順 2.2.3.1 に従って組織内の Ki-67 を免疫組織化学染
色法により検出した。1次抗体にはマウス抗 Ki-67抗体を用いた。 




 CK18および CK20の免疫蛍光化学染色法 
 手順 2.2.3.1 の 1~7 に従い組織切片を処理した。以降は以下に示す手順に従い免
疫蛍光化学染色により CK18および CK20の免疫二重染色を行った。1次抗体には
マウス抗 CK18抗体 (clone: CY-90) およびマウス抗 CK20抗体を用いた。 
8'. 2次抗体処理 (室温，60分) 
使用した 2次抗体 
 Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG1 (Molecular Probe, Leiden, The netherlands, 
1:400) 
 Alexa Fluor 594 goat anti-mouse IgG2 (Molecular Probe, 1:400) 
9'. 10mM PBSで洗浄 (3分 × 3回) 
10'. 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Sigma, 1:1000) を用いた対比染色 
11'. 10mM PBSで洗浄 (3分 × 3回) 
12'. パーマフロー (Mountant, PermaFluor, Thermo, Fremont, CA) で封入 
13'. 共焦点レーザー顕微鏡 (Fluo View FV1000, Olympus, Tokyo, Japan) で観察 
 CK18陽性細胞種の同定 
 ミラー切片を用いた同一細胞の観察により CK18陽性細胞種の同定を行った。 
 腸陰窩における CK18陽性細胞種の同定 
1対のミラー切片を作成し，一方には抗CK18抗体 (clone: CY-90)，他方にはマウ
ス抗 Ki-67 抗体を用いて，手順 2.2.3.1 および 2.2.3.2 記した方法により免疫組織化
学染色を行い，同一細胞での各タンパク質の発現を観察した。 
 FAEにおける CK18陽性細胞種の同定 
 1対のミラー切片を作成し，一方は抗 CK18抗体 (clone: CY-90) を用いた免疫組
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2. 10mM PBSで洗浄 
3. 2.5% glutaraldehyde/0.1M PBで固定 (4°C，60分) 
4. タンニン酸処理 
0.5%タンニン酸/0.1M PB (10分) 
1%タンニン酸/0.1M PB (60分) 
5. 10mM PBSで洗浄 
6. 脱水 (エタノール系列: 50, 70, 80, 90, 95, 100, 100%，各 5分) 
7. 置換 (t-butylalcohol，5分 × 2回) 
8. 凍結乾燥 
9. 蒸着 (白金パラジウム) 
10. 走査電子顕微鏡 (S4200, Hitachi) で観察 
 アポトーシス細胞の検出 
 アポトーシス細胞を検出するため，連続切片 (厚さ 4 m) を作成した。アポトー
シス細胞は DeadEnd Fluorometric TUNEL System (Promega, Madison, WI) を用いて
terminal deoxynucleotidyl-transferase-mediated deoxyuridine-triphosphate-biotin nick-end 




2. 10mM PBSで洗浄 (3分 × 3回) 
3. 4% PFA/0.1M PBで再固定 (室温，10分) 
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4. 10mM PBSで洗浄 (3分 × 3回) 
5. Proteinase K (20 g/ml) 処理 (室温，10分間) 
6. 10mM PBS洗浄 (3分 × 3回) 
7. 平衡化 (室温，10分間) 
平衡化バッファー: 200 mM potassium cacodylate, 25 mM Tris-HCl pH 6.6, 0.2 mM 
dithiothreitole, 2.5 mM cobalt chloride and 0.25 mg/ml bovine serum albumin  
8. terminal deoxynucleotidyl transferase recombinant (rTdT) インキュベーションバッ
ファー反応 (37°C，90分間) 
rTdTインキュベーションバッファー: Nucleotide mix, rTdT 
9. 反応停止 (2xSSC，室温，15分) 
2xSSC: 300mM NaCl, 30mM sodium, citrate 
10. 10mM PBS洗浄 (3分 × 3回) 
11. ブロッキング処理 (3% normal goat serum [Sigma])/0.1M PBS，室温，30分) 
12. 1次抗体処理 (4°C，overnight) 
13. 10mM PBS洗浄 (3分 × 3回) 
14. 2次抗体処理 (室温，60分) 
 Alexa Fluor 546 goat anti-mouse IgG1 (Molecular Probe, 1:400) 
 Alexa Fluor 647 goat anti-mouse IgG2a (Molecular Probe, 1:400) 
15. 10mM PBS洗浄 (3分 × 3回) 
16. DAPIを用いた対比染色 (室温，7分) 
17. 10mM PBS洗浄 (3分 × 3回) 
18. パーマフロー封入 




 絨毛，空腸および回腸 FAEにおける M細胞の分布 
 ウシ腸管組織における M 細胞の存在様式を調べるために，絨毛上皮と空腸およ
び回腸 FAEの表面微細構造を SEMにより観察した。 
 絨毛は発達した密な微絨毛を持つ吸収上皮細胞で覆われていた (図 1 A, B)。空腸
FAE は吸収上皮細胞だけでなく，microfold を持つ特殊な細胞が吸収上皮細胞間に
不規則に存在していた (図 1 C, D)。回腸 FAEでは吸収上皮細胞はほとんど存在せ
ず，全体が microfoldを持つ細胞で覆われていた (図 1 E, F)。過去の報告 (Landsverk 
1979; Torres-Medina 1981) より，この特殊な細胞表面構造は M細胞の代表的な形態
的特徴である。これらの結果より，ウシの空腸および回腸 FAEにおけるM細胞の
存在様式には顕著な違いがあることが判明した。 




皮細胞が強く染色された (図 2 A)。抗 CK18抗体 (clone: CY-90, Ks-B17.2, CK5) では
FAEと陰窩が特異的に染色されたが，絨毛上皮は染色されなかった (図 2 D-F)。
抗 CK20 抗体では全ての絨毛上皮が染色された。また，FAE においても断続的に
陽性細胞が存在したが，陰窩の細胞は染色されなかった (図 2 H)。一方，抗 CK7，
CK8 および CK19 抗体では空腸の上皮細胞は染色されなかった (図 2 B, C, G)。
vimentin は上皮下組織で発現していたが，上皮細胞には発現が確認されなかった 
(図 2 I)。 
 回腸パイエル板においても，全ての上皮細胞は抗 pan CK 抗体陽性であった (図 
3 A)。抗 CK18抗体 (clone:  CY-90, Ks-B17.2, CK5) ではほとんど全ての FAEと陰窩
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の上皮細胞が染色されたが，絨毛上皮では陽性細胞が確認されなかった (図 3 D-F)。
抗 CK20 抗体では全ての絨毛上皮と FAE でわずかに陽性細胞が観察されたが，陰
窩の細胞は染色されなかった (図 3 H)。一方，抗 CK7，CK8および CK19抗体では
回腸の上皮細胞は染色されなかった (図 3 B, C, G)。vimentinは上皮下組織で発現し
ていたが，上皮細胞には発現が確認されなかった (図 3 I)。 
 CK18陽性細胞の存在様式 
 空腸 FAEにおいて，CK18陽性細胞は不規則に存在していた (図 4 A, B)。一方，




ことが知られている (Regoli et al. 1995)。よって，陰窩の CK18陽性細胞の増殖能を
調べた。1対のミラー切片の一方を抗 CK18抗体，他方を増殖細胞マーカーである
抗Ki-67抗体で免疫組織化学染色を行い，同一細胞の観察を行った。陰窩における
全ての Ki-67陽性細胞は CK18を発現する細胞であった (図 4 C, D, G, H)。この結果
より，陰窩の未分化増殖細胞は CK18を発現していることが判明した。 
 空腸および回腸 FAEにおける CK18陽性細胞の微細構造の観察 
 M 細胞は腸管管腔側に microfolds を有し，発達した密な微絨毛を持つ吸収上皮
細胞とは異なった細胞表面構造であることを示した (図 1)。また，M細胞の基底膜
は内側に陥入したポケット様構造を形成しており，その内部に免疫担当細胞を含
んでいることも知られている (Bockman 1983; Gebert 1997; Neutra 1999)。そこで，
ミラー切片を用いて，一方は，抗 CK18 抗体による免疫組織化学染色，他方を
SEM観察することで CK18陽性細胞の微細構造を観察した。空腸 FAEにおいて，
CK18 陽性細胞はいずれも管腔側の細胞膜表面に microfolds を有していた。また，
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免疫細胞を含んだポケット様構造も観察された (図 5 A-C)。回腸 FAE はほぼ全て
が CK18陽性細胞で構成されており，その全てが microfoldを持つ M細胞の形態的
特徴を示した (データ未公表)。CK18 の M 細胞への特異性を観察するため，回腸
FAEの CK18陰性細胞を含む部位を選択し，微細構造の観察を行った。CK18陽性
細胞の管腔側細胞表面構造は CK18 陰性細胞とは明らかに異なり，M 細胞の形態
的特徴である microfolds を有していた。一方，CK18 陰性細胞は発達した微絨毛を
持つ吸収上皮細胞であることが判明した (図 5 D-F)。以上の結果より，空腸および
回腸 FAEにおける CK18陽性細胞はM細胞であることが判明した。 




CK18陽性の M細胞は空腸 FAE上に不規則に局在し，回腸 FAEでは連続的に存在
していた (図 6 A, E)。一方，CK20は空腸および回腸のほぼ全ての絨毛上皮細胞と
FAEの CK18陰性細胞で発現していた (図 6 B, C,  F, G)。また，陰窩の未分化上皮
細胞は CK18のみを発現していた (図 6 D, H)。CK18および CK20をともに発現し
ている上皮細胞は認められなかった。 
 以上の結果より，陰窩の未分化増殖細胞は全て CK18 を発現しており，成熟し
た上皮細胞は CK20 を発現していた。しかし，成熟した上皮細胞のうち M 細胞の
みが CK18の発現を保持していることが判明した。 
 FAEにおける腸管上皮細胞のアポトーシス機構の解析 
 ブタとマウスの FAEにおいて，M細胞は再分化して最終的には FAEの頂端より




けるM細胞のアポトーシス機構を抗 CK18抗体，抗 CK20抗体および TUNEL法を
用いた多重染色により解析した。上皮細胞における TUNEL陽性細胞は，絨毛部，
空腸および回腸 FAEにおいて頂端付近で特異的に確認された (図 7)。空腸 FAEで
は CK18 および CK20 陽性細胞は不規則に存在していたが，TUNEL 陽性細胞は
CK20陽性細胞でのみ観察された (図 7 C, D)。回腸 FAEではそのほぼ全てが CK18
陽性細胞の M 細胞であったにも関わらず，全ての TUNEL 陽性細胞は CK20 を発
現していた (図 7 E, F)。本実験では，多数の連続切片を用いたが，TUNELおよび
CK18共陽性細胞は検出されなかった。 
 空腸および回腸 FAEにおける CK18および CK20陽性細胞の構成割合 
 M 細胞のアポトーシス機構についてさらに詳細な解析を行うために，空腸およ
び回腸 FAEにおける CK18および CK20陽性細胞数の計数を行った (表 2)。TUNEL
陽性細胞を含む切片を選択し，陰窩口から FAE 頂端までを下部，周囲部，頂端部
に3分割し，各部位のCK18，CK20およびTUNEL陽性細胞数を計数した。TUNEL
陽性細胞は頂端部の CK20 陽性細胞でのみ観察された。CK18 陽性細胞の割合は，
下部では空腸 FAEで 45%，回腸 FAEで 96%であった。しかし，CK20陽性細胞の
割合は頂端に向かうに連れて次第に増加し，頂端部における CK18 陽性細胞の割
合は，空腸FAEで21%，回腸FAEで57%へ減少していた。これらの結果は，CK18
陽性の M 細胞が CK20 陽性である腸管上皮細胞へと再分化した後，FAE 頂端付近
よりアポトーシスしていることを強く示唆している。 
 十二指腸および結腸における CK18および CK20の発現様式 
 十二指腸および結腸における CK18および CK20発現様式を免疫二重染色によっ
て解析した。十二指腸では CK18が陰窩と Burunner's腺において発現していたが，







現していた (図 8 C, D)。結腸において，CK20は陰窩の底部では発現せず，陰窩の










管上皮細胞や FAE の CK18 陰性細胞は密な微絨毛を持つ吸収上皮細胞の形態的特
徴を示し，CK20 のみを発現した。これらの結果は，ウシ腸管 FAE において，
CK18 が M 細胞特異的な組織化学的マーカー分子として有用であることを強く示
唆する。これまでの研究では，ラット，ブタ，ウサギの腸管 M 細胞における中間
径フィラメントマーカーとして，CK8 (Rautenberg et al. 1996)，CK18 (Gebert et al. 




 サイトケラチンは分子量と等電点によりタイプ Iケラチン (CK9~CK20) とタイプ
IIケラチン (CK1~CK8) に大別され，タイプ Iおよびタイプ IIケラチンは対になり，




ブタで報告されており，一般的にCK7 (分子量: 54 kD)，CK8 (52 kD)，CK18 (45 kD)，
CK19 (40 kD)，CK20 (46 kD) で構成され，CK8/CK18，CK8/CK19，CK7/CK20のヘ















ントが CK20へとサブタイプが変化しており，絨毛上皮や FAEの M細胞以外の上
皮細胞は CK20を発現した。これまでに，ヒトやげっ歯類において CK20が腸管上
皮細胞の分化マーカーであることが報告されている (Quaroni et al. 1991; Calnek and 




 過去の研究より，M 細胞の分化に関しては以下の異なった 2 つの仮説が存在す
る。 
 他の腸管上皮細胞と同様に，陰窩の幹細胞から直接 M細胞に分化する (Gebert 
and Posselt 1997; Lelouard et al. 2001; Miyazawa et al. 2006)。 
 成熟した腸管上皮細胞がリンパ球の影響，もしくは微生物の影響を受けて M
細胞の表現型へ変化する (Savidge et al. 1991; Savidge 1996; Kerneis et al. 1997; 
Borghesi et al. 1999)。 







周囲で細胞死を引き起こし anoikisにより脱落すると考えられている (Savidge 1996; 
Clark et al. 1993; Lelouard et al. 2001)。しかし，マウスの FAEにおけるアポトーシ
スは頂端に限定されている (Sierro et al. 2000)。また，ブタの FAEでは CK18陽性
M 細胞はアルカリフスファターゼ活性をほとんど有しないが，CK18/アルカリフ
ォスファターゼ共陽性の円柱状の形態を示す吸収上皮様細胞が FAE 頂端付近に存
在しており，アポトーシスは FAE 頂端の CK18 陰性細胞で認められる (Miyazawa 
et al. 2006)。ラットパイエル板 M 細胞の透過電子顕微鏡観察による研究では，M
細胞は徐々に成熟した微絨毛を持つ上皮細胞へと変化し，M 細胞の形態的な細胞
死は観察されなかった (Onishi et al. 2007)。これらの結果は，陰窩の未分化細胞が
M 細胞へと分化した後，吸収上皮様細胞へと再分化し，FAE の頂端付近でアポト










胞シグナリングやアポトーシスなどへ関与することが報告されている (Kim et al. 






 本章では，ウシ腸管上皮における CK の発現様式を明らかにした。また，M 細
胞のアポトーシス機構の解析を行った。結果は以下の通りである。 
1) ウシ腸管上皮は CK18および CK20で構成される。 
2) 空腸および回腸 FAEではM細胞が特異的に CK18を発現している。 
3) 陰窩の幹細胞および未分化増殖細胞も CK18を発現している。 
4) 成熟腸管上皮細胞のうち，十二指腸の Brunner's 腺および結腸陰窩では CK18，
それ以外は全て CK20を発現している。 
5) CK18陽性の M細胞は CK20陽性の腸管上皮細胞に再分化した後，FAE頂端付
近でアポトーシスを引き起こすことが示唆された。 


















表 1 免疫組織化学染色法に用いた 1次抗体 
抗原 作成動物 アイソタイプ クローン 希釈 会社名 
pan CK マウス IgG1 C-11 1: 2000 Sigma 
CK7 マウス IgG1 RCK105 1: 1000 abcam 
CK8 マウス IgM 35H11 希釈なし Dako 
CK18 マウス IgG1 CY-90 1: 1000 Sigma 
CK18 マウス IgG1 Ks-B17.2 1: 1000 Sigma 
CK18 マウス IgG1 CK5 1: 500 Sigma 
CK19 マウス IgG2a A53-B/A2 1: 100 abcam 
CK20 マウス IgG2a Ks20.8 1: 2 Nichirei 
vimentin マウス IgG2a VIM 3B4 希釈なし Progen 





図 1 絨毛上皮，空腸および回腸 FAEの SEM観察 
絨毛上皮 (A, B)，空腸 FAE (C, D)，回腸 FAE (E, F) の SEM観察画像。B, D, Fはそ
れぞれ A, C, Eに示す白枠部位の拡大写真である。 




図 2 空腸パイエル板における各種 cytokeratinおよび vimentinの発現 
A: 抗 pan CK抗体，B: 抗 CK7抗体，C: 抗 CK8抗体，D: 抗 CK18抗体 (clone: CY-
90)，E: 抗 CK18抗体 (clone: Ks-B17.2)，F: 抗 CK18抗体 (clone: CK5)，G: 抗 CK19
抗体，H: 抗 CK20抗体，I: 抗 vimenntin抗体でそれぞれ免疫組織化学染色した空腸
パイエル板組織。 




図 3 回腸パイエル板における各種 cytokeratinおよび vimentinの発現 
A: 抗 pan CK抗体，B: 抗 CK7抗体，C: 抗 CK8抗体，D: 抗 CK18抗体 (clone: CY-
90)，E: 抗 CK18抗体 (clone: Ks-B17.2)，F: 抗 CK18抗体 (clone: CK5)，G: 抗 CK19
抗体，H: 抗 CK20抗体，I: 抗 vimenntin抗体でそれぞれ免疫組織化学染色した回腸
パイエル板組織。 




図 4 空腸および回腸パイエル板における CK18陽性細胞の存在様式 
抗 CK18抗体で免疫染色した空腸パイエル板全体像 (A)，FAE (B)，陰窩 (C) 
抗 CK18抗体で免疫染色した回腸パイエル板全体像 (E)，FAE (F)，陰窩 (G) 
抗 Ki-67抗体で免疫染色した空腸陰窩 (D)，回腸陰窩 (H) 
C-D，G-Hはそれぞれミラー切片を使用。 




図 5 空腸および回腸 FAEにおける CK18陽性細胞の微細構造 
抗 CK18 抗体用いた空腸 FAE (A)，回腸 FAE (D) の免疫組織化学染色および空腸
FAE (B, C)，回腸 FAE (E, F) の SEM観察像。 
A-B，D-Eはそれぞれミラー切片を使用。 




図 6 空腸および回腸における CK18および CK20陽性細胞の分布 
空腸 (A-D) および回腸 (E-H) の抗 CK18抗体 (緑)，抗 CK20抗体 (赤) による免疫染
色。対比染色には DAPI (青) を用いた。 




図 7 空腸および回腸 FAEにおけるアポトーシス細胞の同定 
絨毛上皮 (A, B)，空腸 FAE (C, D)，回腸 FAE (E, F) を DeadEnd Fluorometric TUNEL 
System (緑)，抗 CK18抗体 (橙)，抗 CK20抗体 (赤紫) を用いて免疫染色した。対比
染色には DAPI (青) を用いた。 
矢印: TUNEL陽性細胞，Bars = 10 m  
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表 2 空腸および回腸 FAEにおける CK18および CK20陽性細胞の構成割合 1 
 
1 FAEの頂点から陰窩口までを “half FAE” とし，下記の通り 3分割して，細胞数を
計数した。 
 下部: 陰窩口から周囲部まで 
 周囲部: 3分割した FAEの中間部 
 頂端部: FAEの頂点を含む上部 
2 CK18，CK20および TUNEL陽性細胞数は mean ± SDで示した。 
3 FAEの各部位における CK18および CK20陽性細胞の割合を示した。 





空腸 (n=13)     
 総細胞数/half FAE  91.5 ± 11.9   
下部 CK18 13.9 ± 2.3  0 45.2/54.8 
CK20 16.8 ± 2.4 0  
周囲部 CK18 12.1 ± 3.0 0 39.2/60.8 
CK20 18.4 ± 2.2 0  
頂端部 CK18  6.5 ± 2.3 0 21.3/78.7 
CK20 23.8 ± 3.1 1.9 ± 0.8  
回腸 (n=10)     
 総細胞数/half FAE  58.7 ± 6.2   
下部 CK18 19.1 ± 1.8 0 96.1/3.9 
CK20  0.8 ± 1.0 0  
周囲部 CK18 18.3 ± 1.8 0 93.8/6.2 
CK20  1.3 ± 1.7 0  
頂端部 CK18 11.0 ± 2.6 0 57.2/42.8 





図 8 十二指腸および結腸における CK18および CK20の発現解析 
十二指腸 (A, B) および結腸 (C, D) の抗 CK18抗体 (緑) および抗 CK20抗体 (赤) を
用いた免疫組織化学染色。対比染色には DAPI (青) を用いた。 
B, Dはそれぞれ A, Cに示す白枠部位の拡大写真である。 








表 3 各動物種の腸管上皮細胞におけるサイトケラチンの発現 
動物種 サイトケラチンサブタイプ 参考文献 
  部位 CK7 CK8 CK18 CK19 CK20  
ヒト 
  陰窩 － ± ＋ ＋ ± Kucharzik et 
al. 1998 
  絨毛 － ＋ ＋ ＋ ＋ 
  M細胞 絨毛上皮と同様 
マウス 
  陰窩 ＋ ＋ ＋ ＋ － Zhou et al. 
2003;  
Kerneis et al. 
1996 
  絨毛 － ＋ －* ＋ ＋ 
  M細胞 絨毛上皮と同様 
ラット 
  陰窩 ＋ ＋ ＋ ＋ － Calnek et al. 
1993; Flint et 
al. 1994; 
Rautenberg et 
al. 1996;  
  絨毛 － ＋ －* ＋ ＋ 
  M細胞 － ＋＋ N/A N/A N/A 
ブタ 




  絨毛 N/A ＋ ± ＋ N/A 
  M細胞 N/A ＋ ＋ － N/A 
ウシ 
  陰窩 － － ＋ － －  
  絨毛 － － － － ＋ 




















系においてM細胞は重要な役割を担っている (Hase and Ohno 2006)。しかしながら，
M細胞の分化および抗原取り込み機構などについては未だ不明な点が多い。 
 M 細胞を含む腸管上皮細胞は陰窩に存在する同一の幹細胞から分化することが
知られている (Brittan and Wright 2004; Crosnier et al. 2006; Marshman et al. 2002)。腸
管上皮細胞の分化には Wnt/b-catenin (Pinto et al. 2003)，Notch (Jensen et al. 2000; Van 
et al. 2005; Yang et al. 2001) シグナル経路の関与が報告されている。M細胞の分化機
構については長らく不明であったが，最近の研究により，Ets family に属する Spi-







非常に少ない (Brayden et al. 2005)。そのため，研究材料の調整は非常に困難である。
これを克服するため，現在までにいくつかの in vitro M細胞モデルが開発されてき
た。ヒトでは結腸癌由来の Caco-2細胞 (Madara et al. 1987; Kerneis et al. 1997)，ラッ
ト小腸上皮の IEC-6細胞 (Quaroni et al. 1979; Wang et al. 2009)，マウス小腸上皮由来
の m-ICc12細胞 (El Bahi et al. 2002)，MIE細胞 (Kanaya et al. 2008) などが樹立され，






細な解析には in vitro における研究が必要不可欠であると考えられるが，未だ in 
vitro ウシ M細胞分化モデルは確立されていない。よって本章では，当研究室で樹
立したウシ腸管上皮細胞株 (BIE細胞: Bovine Intestinal Epithelial cell line) を用いて，





ウシ腸管上皮細胞株 (BIE細胞，継代数: 33-38) を用いた。 
 供試動物 
 動物は 2-14 カ月齢のホルスタイン種牛を用いて，頚静脈より末梢血を採取し，
以下 3.2.3 および 3.2.4 に示す手順でリンパ球を分離・培養した。実験は東北大学
動物実験指針に基づいて行われた。 
 末梢血リンパ球 (PBMC) の分離 
1. 末梢血に PBSを加え 1.5倍に希釈 
2. 遠沈管に分注した Lympholyte-H (CEDARLANE, Ontario, Canada) 上に同量の希
釈した末梢血を静かに分注 
3. 遠心分離 (20°C，2300rpm， 30分) 
4. 分離された PBMCを回収 
5. PBSで希釈後，遠心分離 (4°C，2000rpm，10分) 
6. Lysing bufferによる溶血処理後，遠心分離 (4°C，2000rpm，10分) 
7. PBSで洗浄 
8. RPMI-1640 (GIBCO, Grand Island, NY) で懸濁後，cellstrainer (BD Falcon) でろ過
し，遠心分離 (4°C，2000rpm，10分間) 
9. 10% FBS/RPMI-1640に懸濁 
 PBMC培養上清の作成 
 3.2.3 に示す手順により分離した PBMC を 1.0 x 107 cells/1.5 ml 10% FBS/RPMI-





 抗 CD3抗体 (CD3, 3 g/ml, Veterinary Medical Research & Development, Pullman, 
WA) 
 Concanavalin A (ConA, 4g/ml, Sigma) 
 Human interleukin-2 (IL-2, 20 U/ml, Roche, Basel, Switzerland) 
 BIE細胞の分化誘導 
BIE細胞をトランズウェル (Transwell with 3.0 m Pore Polyester Membrane Insert, 
Corning, NY) に 8.0 x 105 cells/wellの密度で播種し，12穴あるいは 24穴プレート内
で 10% FBS/DMEM (Dulbecco's modified Eagle medium, GIBCO) により 3日間培養
した。さらに，トランズウェルの上部を 10% FBS/DMEM，下部を 3.2.4 項に示す
手順で回収した PBMC培養上清に置換して 1日から 4日間培養した。 
 M細胞分化の評価 
 PBMC 培養上清処理により，M 細胞への分化誘導を行った BIE 細胞が細胞内へ
の高分子取り込み能および輸送能を有するか検討した。3.2.5 項に示す手順で分化
誘導した BIE 細胞を用い，トランズウェルの上部および下部の培地を 10% 
FBS/DMEM に置換した後，細胞上に蛍光標識ビーズ (yellow-green fluorescent 
microspheres, 1 m, F8823, Molecular Probes, Carlsbad, CA) を添加し，7時間培養し
た。BIE 細胞の高分子輸送能を評価するため，トランズウェルの下部へ輸送され





1. トランズウェルを 0.1M PBSで洗浄 




4. 0.1M PBSで洗浄 (3回) 
5. 対比染色 (propidium iodide: PI,  1: 1000，7分) 
6. 0.1M PBSで洗浄 (3回) 
7. パーマフロー封入 
8. 共焦点レーザー顕微鏡 (Fluo View FV1000, OLYMPUS) で観察 
 走査電子顕微鏡観察 
1. トランズウェルを 0.1M PBSで洗浄 
2. 2.5% glutaraldehyde/0.1M PBで固定 (60分) 
3. 0.1M PBSで洗浄 (3回) 
4. 脱水 (アルコール系列: 50, 70, 80, 90, 100, 100%，各 5分) 
5. 置換 (t-butylalcohol，5分 × 2回) 
6. 凍結乾燥 
7. 蒸着 (白金パラジウム) 





 PBMC培養上清の M細胞分化誘導能の解析 
 PBMCを無刺激，あるいは抗 CD3抗体，ConA，IL-2でそれぞれ刺激した培養上
清のM細胞分化誘導能を調べた。陰性対照として 10% FBS/RPMI-1640を用いた。
培養上清処理 3 日後の BIE 細胞が細胞内に取り込んだ蛍光標識ビーズを共焦点レ
ーザー顕微鏡で観察した (図 9)。IL-2刺激 PBMC培養上清処理区 (図 9 E) では陰性
対照区 (図 9 A) に比べ顕著な蛍光標識ビーズ取り込みが観察された。また，ConA
刺激 PBMC 培養上清処理区でもわずかに蛍光標識ビーズの細胞内取り込みの増加
が見られた (図 9 D)。一方，無刺激 PBMC培養上清処理区 (図 9 B)，抗 CD3抗体刺
激 PBMC培養上清処理区 (図 9 C) では陰性対照との差は認められなかった。 
蛍光標識ビーズの透過能を解析したところ，IL-2 刺激 PBMC 培養上清処理区の
み有意に蛍光標識ビーズの透過量が多かった。一方，無刺激 PBMC 培養上清区，
抗 CD3抗体および ConA刺激 PBMC培養上清処理区では蛍光標識ビーズの透過量
は陰性対照と同等であった (図 10)。 
 BIE細胞分化誘導刺激時間の検討 
 BIE 細胞の最適な分化誘導条件を検討するため，IL-2 刺激 PBMC 培養上清によ
る BIE 細胞の処理日数を検討した。陰性対照には無刺激 PBMC 培養上清を用いて
IL-2 刺激 PBMC 培養上清と同じ期間処理した。共焦点レーザー顕微鏡による観察
では，IL-2 刺激 PBMC 培養上清処理区では陰性対照区に比べ，顕著な蛍光標識ビ
ーズの細胞内取り込みが観察されたが，1~4 日目までの蛍光標識ビーズの取り込
み量に明らかな違いは認められなかった (図 11)。しかし，蛍光標識ビーズの透過
が見られたのは，IL-2刺激 PBMC培養上清処理 3日目のみであった (図 12)。以上




 BIE細胞に対する IL-2の直接的な影響の有無の解析 
 IL-2刺激 PBMC培養上清に含まれる IL-2の BIE細胞分化に対する直接的な影響
の有無を検討するため，陰性対照として 10% FBS/DMEM，10% FBS/RPMI-1640を
用い，IL-2 添加 10% FBS/RPMI-1640 および IL-2 刺激 PBMC 培養上清処理による
BIE 細胞の蛍光標識ビーズ取り込み能および輸送能を比較した。IL-2 刺激 PBMC
培養上清処理区では顕著な細胞内への蛍光標識ビーズの取り込みが観察されたが，
IL-2添加 10% FBS/RPMI-1640処理区では陰性対照区との差は認められなかった (図 
13)。また，蛍光標識ビーズの透過量は IL-2刺激 PBMC培養上清処理区でのみ有意
に増加したが，IL-2添加 10% FBS/RPMI-1640処理区は陰性対照区と同程度であり，
ほとんど輸送能を示さなかった (図 14)。以上の結果より，IL-2刺激 PBMC培養上
清に含まれる IL-2 は BIE 細胞の分化に対して直接的な影響を与えないことが明ら
かになった。 
 M細胞分化誘導刺激後の BIE細胞の性状 
 3.3.1~3.3.3で示した最適条件によりBIE細胞の分化誘導を行い，蛍光標識ビーズ
細胞内取り込み能を共焦点レーザー顕微鏡および SEMで詳細に観察した。陰性対
照には 10% FBS/DMEMを用いた。共焦点レーザー顕微鏡観察では IL-2刺激 PBMC
培養上清処理した BIE細胞で顕著な細胞内取り込みが観察された (図 15 A, B)。ま
た，x-z 軸断面画像により，細胞上に添加した蛍光標識ビーズが細胞内を通過し，
基底膜側へ輸送されていることが観察された (図 15 C, D)。SEMによる細胞表面の
観察では，10% FBS/DMEM培養区では微絨毛を形成しており，蛍光標識ビーズの
細胞内への取り込みは見られなかった (図 15 E)。一方，IL-2刺激 PBMC培養上清
処理区では，M 細胞の形態的特徴である微絨毛の消失が見られ，細胞内に多くの









シ PBMCを用いた in vitro M細胞分化誘導はマウス腸管リンパ球を用いた場合に比
べ，ウシの正常細胞により近い性質を保持すると考えられる。 
 マウス腸管上皮細胞株 (MIE 細胞) は抗 CD3/CD28 モノクローナル抗体で共刺激
したマウスパイエル板リンパ球と共培養することで，M 細胞へと分化する。また，
抗CD3/CD28モノクローナル抗体で共刺激したT細胞のみを共培養した場合，MIE
細胞は M 細胞へ分化しなかった。このことから，T 細胞が活性化して B 細胞と相
互作用することがM細胞分化には必要であると考えられている (Kanaya et al. 2008)。
本研究では，IL-2刺激 PBMC培養上清で BIE細胞を処理することで M細胞へと分
化することを明らかにした。無刺激 PBMC培養上清および IL-2単独では BIE細胞
の M 細胞への分化は誘導されないことから，IL-2刺激による T細胞の活性化がウ
シ PBMCからの M細胞分化誘導因子の産生に必要と考えられる。一方，IL-2の他
に T 細胞活性化因子として知られている抗 CD3 モノクローナル抗体および ConA
を用いて PBMC を刺激した培養上清には，M 細胞分化誘導能は見られなかった。
このことは，単に T 細胞が活性化されるだけでなく，特定の刺激による T 細胞の
活性化が必要であることを示唆している。 
 これまで，ヒト結腸癌由来 Caco-2細胞，マウス腸管上皮細胞由来m-ICc12細胞お
よびMIE細胞を用いた in vitro M細胞モデルが報告されている (Kerneis et al. 1997; 
El Bahi et al. 2002; Kanaya et al. 2008)。これらの細胞を用いた過去の研究では，in 




また，B 細胞欠損マウスでは野生型マウスと比較して，FAE 上の M 細胞数が顕著
に少ないことが知られている (Golovkina et al. 1999)。これらのことから，腸管上皮
幹細胞から M細胞への分化には B細胞が関与していることが示唆される。また，
Caco-2細胞を用いた in vitroモデルでは，Raji B細胞を物理的に分離して共培養す
ることでM細胞分化を誘導する別の手法 (Gullberg et al. 2000) も報告されている。




 一方，B 細胞以外にも微生物の暴露が M 細胞の分化に関与することも報告され
ている。SPF 環境で飼育したマウスは通常環境で飼育したマウスに比べ，M 細胞
数が少ない (Smith et al. 1987)。また，無菌マウスに対するネズミチフス菌の経口投
与 (Savidge et al. 1991)，ウサギのパイエル板に対する肺炎連鎖球菌の短時間暴露 
(Borghesi et al. 1996) によって M 細胞が増加することが報告されている。RANKL 
(Receptor activator of nuclear factor-κB ligand) もM細胞分化を誘導する因子として知
られている。RANKL 欠損マウスでは FAE 上の M 細胞の減少が認められるが，
recombinant RANKL を投与することで，M 細胞数は増加する。また，通常マウス
に RANKLを投与することで絨毛上皮に異所性の M細胞が認められる (Knoop et al. 
2009)。近年の研究では，ドーム上皮下に存在する間葉系細胞が RANKL を発現し
ており，FAEにおける CCL20の発現，M細胞分化および GALTにおけるバクテリ
ア特異的な IgA の産生に密接に関与していることが報告されている (Nagashima et 
















 本研究では，ウシ PBMC を用いた BIE 細胞の in vitro M 細胞分化誘導法を確立
し，その最適条件を明らかにした。このことにより，in vitro M 細胞モデルを効率
よく得ることが可能になった。ウシの in vitro M細胞分化モデルは過去に報告され






 本章の結果，BIE 細胞を IL-2 刺激したウシ PBMC 培養上清で 3日間処理するこ
とにより，M 細胞様の細胞へと分化させる分化誘導系の確立に成功した。開発し
た in vitroウシM細胞モデルは以下の特徴を有する。 
1) 細胞内への高分子の取り込み 
2) 基底側への高分子輸送能 (トランスサイトーシス能) 
3) 微絨毛構造の消失 
 また，IL-2 刺激 PBMC 培養上清により BIE 細胞の分化が誘導されることから，
IL-2 刺激を受けた T 細胞と B 細胞が相互作用することで，PBMC から分化誘導因
子が放出されていることが示唆された。また，PBMC を IL-2 以外の T 細胞刺激因
















図 9 ウシ PBMC培養上清処理した BIE細胞の蛍光標識ビーズ取り込み能 
A: 陰性対照 (10% FBS/RPMI-1640)，B: 無刺激 PBMC培養上清処理，C: 抗 CD3抗
体刺激PBMC培養上清処理，D: ConA刺激PBMC培養上清処理，E: IL-2刺激PBMC
培養上清処理 





図 10 PBMC培養上清で処理した BIE細胞の蛍光標識ビーズ透過量 






























図 11 PBMC培養上清処理日数の蛍光標識ビーズ取り込み能に与える影響 




図 12 PBMC培養上清処理日数の蛍光標識ビーズ透過量に与える影響 
  























図 13 BIE細胞の蛍光標識ビーズ取り込みに対する IL-2の直接的影響の検討 
A: 10% FBS/DMEM，B: 10% FBS/RPMI-1640，C: IL-2+10% FBS/RPMI-1640，D: IL-
2刺激 PBMC培養上清 




図 14 BIE細胞の蛍光標識ビーズ透過量に対する IL-2の直接的影響の検討 























図 15 M細胞分化誘導刺激後の BIE細胞の性状 
10% FBS/DMEM処理 (A, C, E) または IL-2刺激 PBMC培養上清処理 (B, D, F) した
BIE細胞の X-Y断面 (A, B) および X-Z断面 (C, D) の共焦点レーザー顕微鏡観察像
および BIE細胞表面の SEMによる微細構造観察像 (E, F) 
矢頭: 細胞上に付着した蛍光標識ビーズ，矢印: 細胞内に取り込まれた蛍光標識ビ
ーズ 




















の抗原や病原体を捕捉して取り込むため，Yersinia などの病原性細菌 (Clark et al. 
1998)，HIV (Fotopoulos et al. 2002) やプリオン (Heggebo et al. 2000; Heppner et al. 
2001; Miyazawa et al. 2010) などの病原体の感染口になる危険性が示唆されている。 
過去の研究では，M 細胞の抗原取り込み機構の詳細は明らかになっておらず，
抗原取り込みが選択的に行われているのか否かも不明であった。しかし，近年の
研究により，腸管上皮において M細胞特異的に発現する glycoprotein-2 (GP2) が，
FimH を発現する繊毛を有するバクテリアを特異的に認識し，取り込みが行われる







経口ワクチンの開発が行われており，今後の臨床応用が期待される (Nochi et al. 
2007a; Nochi et al. 2007b)。このことから，M細胞特異的な細胞膜分子の解析は，M
細胞抗原取り込み機構の解析のみならず，腸管粘膜を介して感染する感染症の感
染防除法への応用も期待される。 














4.2.3 in vitro M細胞特異的なモノクローナル抗体の作出法 
 BIE細胞の培養および in vitro M細胞 (M-BIE細胞) 分化誘導は，第 3章で検討し
た最適条件下で行った。M-BIE細胞を単離し 2.7 x 106 cells/ml PBSの濃度でBALB/c
マウスの腹腔内に 0.5 mlを免疫した。14日後，4.0 x 106 cells/ml PBSに調整したM-
BIE細胞を 0.3 ml尾静脈から投与し，追加免疫した。その 5日後に，免疫したマウ
スより脾細胞を採取し，50% (w/v) ポリエチレングリコール (4000)/RPMI-1640 を用
いて，SP2/0-ag14-K13 マウスミエローマ細胞と融合した。融合したハイブリドー
マは，HAT培地 (2 mM glutamate, 0.2% glucose, 10%FBS, 100 M hypoxanthine, 0.4 
M aminopterine, 16 M thymidineを含む RPMI-1640) を用いて選抜した。選抜した
ハイブリドーマから，4.2.4 に示す免疫組織化学染色によりウシ腸管上皮において
FAE を特異的に認識する抗体を産生する well を選抜し，限界希釈法によって更な
るクローニングを行った。クローニングにより最終的に得られたクローン化細胞
を BALB/c マウスの腹腔に投与した。BALB/c マウスの腹水由来のモノクローナル
抗体は，HiTrap IgM Purification HP (GE Healthcare Bio-Science AB, Uppsala, Sweden) 
を用いて精製した。抗体のアイソタイプは mouse monoclonal antibody isotyping kit 






板，結腸を採取し，1M phosphate buffer saline (PBS, pH 7.4) で洗浄した。採取した
組織を 4% paraformaldehyde (PFA)/0.1M PBに浸漬し，4°Cで一晩固定した後，パラ
フィンに包埋した。パラフィン包埋した組織から 4 mの組織切片を作成し，以下
に示す手順により，免疫組織化学染色を行った。ブロッキング試薬および 2 次抗
体は ImmPRESS Reagent kit Anti-Mouse Ig (Vector) を用いた。 
1. 脱パラフィン 
2. 10mM PBSで洗浄 (3分× 3回) 
3. Dako Target Retrieval Solution (Dako)を用いた抗原賦活化処理 (121°C，5分間) 
4. 10mM PBSで洗浄 (3分× 3回) 
5. ブロッキング処理 (室温，30分)  
6. 1次抗体処理 (4°C，overnight) 
7. 10mM PBSで洗浄 (3分× 3回) 
8. 2次抗体処理 (室温，60分) 
9. 10mM PBSで洗浄 (3分× 3回) 
10. DAB (0.025% 3.3’-diaminobenzidine + 0.006%H2O2/0.05M Tris-HCl [pH 7.5]) 発色反
応 
11. DWで洗浄 (数秒間) 
12. ヘマトキシリン染色 (約 15秒) 
13.  水洗 (30分) 
14. 脱水および透徹 
15. マリノール (武藤化学) で封入 
16. HSオールインワン蛍光顕微鏡 (BZ-9000, KEYENCE, Japan) で観察 
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 2H5-F3モノクローナル抗体および抗 CK18抗体を用いた免疫二重染色法 
 6週齢のホルスタイン種牛を屠殺後，直ちに空腸および回腸パイエル板を採取し，
管腔を 1M phosphate buffer saline (PBS, pH 7.4) で洗浄した。採取した材料は，4% 
PFA/0.1M PB に浸漬し，4°C で一晩固定した。8% ガムシュークロース水溶液 (1% 
アラビアゴム [w/v]，8% スクロース [w/v]) に 24時間，16% ガムシュークロース水
溶液 (1% アラビアゴム [w/v]，16% スクロース [w/v]) に 24時間浸漬した後，O.C.T 
compound (Sakura Finetek, Torrance, CA) で凍結包埋した。凍結包埋した組織はクリ
オスタットで 7 mに薄切し，以下の手順に従って，免疫二重染色を行った。 
1. 水洗 
2. 0.06% proteinase/Tris-HCl (pH 7.5)を用いた抗原賦活化処理 (37°C，3分) 
3. 10mM PBSで洗浄 (3分× 3回) 
4. ブロッキング処理 (3% normal goat serum [Sigma]/0.1M PBS，室温，30分) 
5. 1次抗体処理 (4°C，overnight) 
使用した 1次抗体 
 mouse anti-CK18 MAb (Sigma, clone CY-90, 1:1000, IgG1) 
 2H5-F3モノクローナル抗体 (1.2 g/ml, IgG3) 
6. 10mM PBSで洗浄 (3分× 3回) 
7. 2次抗体処理 (室温，60分) 
使用した 2次抗体 
 Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG1 (invitrogen, 1:400) 
 Alexa Fluor 594 goat anti-mouse IgG3 (invitrogen, 1:400) 
8. 10mM PBSで洗浄 (3分× 3回) 
9. DAPI対比染色 
10. 10mM PBSで洗浄 (3分× 3回) 
11. パーマフロー封入 






LR Whiteにより包埋した。包埋したサンプルはウルトラミクロトームで 60 nm
に薄切し、ニッケルグリッドにマウントした後，以下に示す手順で観察した。 
1. 洗浄 (0.1M PB) 
2. ブロッキング処理 (1%BSA + 3% Skim Milk + 3% Chicken serum/0.1M PB) 
3. 1次抗体 (2H5-F3モノクローナル抗体 [1.2 g/ml]) 処理 (4ºC，overnight) 
4. 洗浄 (0.1M PB，3回) 
5. 2次抗体 (goat anti-mouse IgG conjugated to 15 nm gold particles [BBI Solution, Cardiff, 
UK]，1:200) 処理 
6. 洗浄 (0.1M PBS，5回) 
7. 2.5% glutaraldehyde/0.1M PBで再固定 
8. 洗浄 (DW，3回) 
9. 透過型電子顕微鏡 (H8100, Hitachi) で観察 
 免疫細胞化学染色法 
 BIE細胞およびM-BIE細胞の免疫細胞化学染色は以下の手順に従って行った。 
1. 10mM PBSで洗浄 (3分× 3回) 
2. 固定 (メタノール/アセトン [vol/vol]，-20°C，7分) 
3. 風乾 
4. 10mM PBSで洗浄 (3分× 3回) 
ブロッキング処理 (3% normal goat serum [Sigma]/0.1M PBS，室温，30分) 
5. 1次抗体処理 (室温，2時間) 
使用した 1次抗体 
 2H5-F3モノクローナル抗体 (1.2 g/ml) 
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 Rabbit polyclonal anti-cyclophilin A (抗 Cyp-Aポリクローナル抗体, abcam, 
1:2000) 
6. 10mM PBSで洗浄 (3分× 3回) 
7. 2次抗体処理 (室温，1時間) 
使用した 2次抗体 
 Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG (invitrogen, 1:400) 
 Alexa Fluor 594 goat anti-mouse IgG3 (invitrogen, 1:400) 
8. 10mM PBSで洗浄 (3分× 3回) 
9. DAPI対比染色 
10. 10mM PBSで洗浄 (3分× 3回) 
11. パーマフロー封入 
12. 共焦点レーザー顕微鏡 (Fluo View FV1000) で観察 
 Western blotting法 
BIE細胞およびM-BIE細胞より Transmembrane Protein Extraction Kit (Novagen) を
用いて細胞質および細胞膜画分に分離し，それぞれのタンパク質を回収した。抽
出した細胞膜画分のタンパク質を用いて下記の方法に従い western blotting を行っ
た。 
1. 細胞膜画分のタンパク質 (20 g) を PAGEL (ATTO, Tokyo, Japan) を用いて SDS-
PAGEによって分離 
2. 分離したタンパク質を Immobilon-P membrane (Millipore) にセミドライシステ
ム (Bio-Rad, CA, USA) を用いて転写 
3. Immobilon-P membraneを 0.1% Tween20/TBS (TBS-T) で洗浄後 





6. 1次抗体処理 (4°C，overnight) 
使用した 1次抗体 
 2H5-F3モノクローナル抗体 (1.2 l/ml) 
 抗 Cyp-Aポリクローナル抗体を (1:2000) 
7. TBS-Tで洗浄 
8. 2 次抗体処理  (Anti-Mouse IgG Alkaline Phosphatase antibody produced in goat 
[Sigma]，室温，60分) 
9. ECF substrate dilution buffer (GE Healthcare Bio-Sciences) 処理 
10. Molecular Imager FX (BioRad) で観察 
 2H5-F3モノクローナル抗体が認識する抗原分子の同定法 
上記 4.2.7 に示す方法で回収した M-BIE 細胞の細胞膜画分タンパク質 60 l (2.0 
g/l) と 2H5-F3モノクローナル抗体 (2.45 g) もしくは mouse IgG (2.45 g) を混合
し，4°Cで一晩静置した。次にMACS protein G (Milteny Biotech) 50 lと混合し，
4°C で 1時間静置した後，免疫沈降を行った。免疫沈降で得られたタンパク質溶解
液を SDS-PAGEで分離し，Silver Stain MS Kit (Wako) で染色した。2H5-F3モノク
ローナル抗体特異的なバントを抽出し，LC-MS/MS 解析を行った。また，免疫沈
降で得られたタンパク質は上記 4.2.7に示す方法で western blottingを行い，2H5-F3
モノクローナル抗体との反応性を解析した。 
 共免疫沈降法 
2H5-F3 モノクローナル抗体および抗 Cyp-A ポリクローナル抗体を用いて上記
4.2.8 に示す方法により免疫沈降を行った。免疫沈降で得られたタンパク質溶解液





BIE 細胞および M-BIE 細胞は sucrose/EDTA (0.45M sucrose, 0.36% EDTA, 0.1% 
bovine serum albumin/0.1M PBS) で処理した後，trypsin (GIBCO)/0.1M PBSによって
剥離した。PBSで洗浄後，2H5-F3モノクローナル抗体 (4 g/ml) もしくは抗 Cyp-A
ポリクローナル抗体 (4 g/ml) を用いて 1次抗体処理 (4°C，30分) した。PBSで洗
浄後，Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG3 (invitrogen) または Alexa Fluor 488 goat 
anti-rabbit IgG (invitrogen) を用いて 2次抗体処理 (4°C，60分) した。PBSで洗浄後，
FACScalibur flow cytometer (Becton Dickinson) で解析した。陰性対照には 1次抗体




 BIE細胞および M-BIE細胞における 2H5-F3モノクローナル抗体の反応性 
作製した 2H5-F3モノクローナル抗体を用いて，BIE細胞およびM-BIE細胞の免
疫染色を行った (図 16)。BIE細胞およびM-BIE細胞は共に 2H5-F3モノクローナル




 ウシ腸管組織における 2H5-F3モノクローナル抗体の反応性 
作製した 2H5-F3モノクローナル抗体を用いて，ウシ腸管組織の免疫染色を行っ
た (図 17)。空腸 FAEでは陽性細胞が断続的に存在していた (図 17 a, b)。また，回
腸FAEはほぼ全ての細胞が陽性であり，細胞膜表面付近で染色性が確認された (図 
17 e, f)。一方で，絨毛上皮では反応性が確認されなかった (図 17 a-b, e-f)。以上の
ことから，2H5-F3モノクローナル抗体陽性細胞の分布がM細胞の分布に非常に類
似しており，ウシ腸管上皮において 2H5-F3 モノクローナル抗体は M 細胞を特異
的に認識している可能性が示唆された。また，陰窩の上皮細胞も 2H5-F3モノクロ
ーナル抗体陽性であることから，未分化増殖細胞においても 2H5-F3モノクローナ
ル抗体の認識する抗原が局在していることが判明した (図 17 c, g)。陰性対照とし
て用いたマウス IgG3に対する陽性細胞は確認されなかった (図 17 d, h)。 
 2H5-F3モノクローナル抗体陽性細胞腫の同定 
作製した 2H5-F3 モノクローナル抗体のウシ腸管 M 細胞への反応性を確認する
ため，第 2章で示したウシM細胞マーカーである CK18と 2H5-F3モノクローナル














細に解析した (図 19)。空腸 FAE において，microfold を持つ M 細胞は微絨毛が発
達した絨毛上皮細胞間に存在した (図 19 a-c)。一方，回腸 FAE は観察された全て





確認されなかった (図 19 g)。また，上皮下に存在するいくつかの免疫細胞の細胞
質においても 2H5-F3 モノクローナル抗体の認識抗原が存在していた (図 19 h)。
2H5-F3 モノクローナル抗体の認識抗原は細胞質に粒状に存在しており，4.3.3項で
示した免疫組織化学染色の観察像と一致した。 






存在していた (図 20 a-c)。十二指腸において，2H5-F3 モノクローナル抗体の認識
抗原は絨毛上皮および陰窩の上皮細胞には認められず，Burunner's 腺に存在してい
た  (図 20 d-f)。また，結腸において，2H5-F3モノクローナル抗体の認識抗原は陰
窩の上皮細胞に強く認められ，吸収上皮細胞にもわずかに存在していた  (図 20 g-
i)。 
 2H5-F3 モノクローナル抗体が認識する抗原の決定 
作製した 2H5-F3 モノクローナル抗体の認識抗原を決定するために，western 
blotting，免疫沈降および LC-MS/MS 解析を行った。M-BIE 細胞の細胞膜画分タン
パク質を 2H5-F3 モノクローナル抗体で western blottingおよび免疫沈降を行ったと
ころ，18 kDa付近に特異的なバンドが検出された (図 21)。そこで，2H5-F3モノク
ローナル抗体の免疫沈降物を SDS-PAGEによって分離後，18 kDa付近のゲルから
タンパク質を抽出し，LC-MS/MS 解析を行った。その結果，タンパク質は
cyclophilin A (peptidyl prolyl cis-trans isomerase A) であることが判明した (表 4)。 
さらに，2H5-F3 モノクローナル抗体の認識抗原が cyclophilin A であることを確
認するために，2H5-F3 モノクローナル抗体と他の抗 cyclophilin A ポリクローナル
抗体 (抗 Cyp-A 抗体) を用いた共免疫沈降を行った。抗 Cyp-A 抗体による western 
blotting では 2H5-F3 モノクローナル抗体と同様，18 kDa 付近にバンドが検出され
た。2H5-F3モノクローナル抗体もしくは抗 Cyp-A抗体でM-BIE細胞の細胞膜画分
を免疫沈降し，その免疫沈降物を 2H5-F3モノクローナル抗体および抗 Cyp-A抗体
を用いて western blotting を行った。その結果，18 kDa 付近に共通のバンドが確認
された (図 22)。以上の結果より，2H5-F3 モノクローナル抗体の認識する抗原は
cyclophilin Aであることが判明した。 





cyclophilin A は共局在しており， 4.3.6 項で示した通り，共通の抗原を認識してい
ると考えられた。また，BIE細胞およびM-BIE細胞において，cyclophilin Aは粒状
に存在しており，4.3.3項で示した in vivoにおける細胞内の存在様式と類似してい
た。BIE 細胞と M-BIE 細胞ではいずれの抗体においても染色強度に明らかな違い
は認められなかった (図 23)。 
未分化細胞である BIE 細胞および in vitro M 細胞である M-BIE 細胞を用いて，
FACS解析を行い，in vitro細胞での cyclophilin Aの細胞内局在を解析した。1次抗
体は 2H5-F3モノクローナル抗体 (陰性対照: マウス IgG3) およびウサギ抗 Cyp-A抗
体 (陰性対照: ウサギ正常血清) を用いた。2H5-F3 モノクローナル抗体陽性細胞は
BIE 細胞では 20%であったが，M-BIE 細胞では約 60%に増加した。また，抗
cyclophilin A ポリクローナル抗体陽性細胞は BIE 細胞で 7.3%であったが，M-BIE
細胞では 33.4%に増加した (図 24)。この結果から，4.3.3項および 4.3.4項で示した







および抗 cyclophilin A ポリクローナル抗体との共免疫沈降により，2H5-F3 モノク
ローナル抗体の認識抗原として cyclophilin Aを同定した。さらに，in vitro細胞の
免疫染色においても 2H5-F3モノクローナル抗体の認識する抗原と cyclophilin Aは
共局在した。以上のことから，2H5-F3 モノクローナル抗体は cyclophilin A を認識
することが明らかになった。 
 Cyclophilin A はポリペプチドのプロリンのアミド結合のシスからトランスへの
異性化を触媒する peptidyl prolyl cis-trans isomerase (PPIase) 活性を有し，細胞内で
はタンパク質のフォールディングやアセンブリーを促進する細胞性シャペロンと
して知られている (Fischer et al. 1989; Gothel et al. 1999; Schmid et al. 2001)。Cyclphilin 
Aは免疫抑制剤 cyclosporin Aの特異的リガンドとして発見された (Handschumacher 
et al. 1984)。Cyclosporin Aは T細胞の細胞質内で cyclosporin A-cyclophilin A複合体
を形成すると cyclophilin A の PPIase 触媒作用が失われることでカルシニューリン
のフォスファターゼ活性が阻害され，T 細胞からの IL-2 産生が抑制されることで
免疫抑制剤として作用する。Cyclophilin A は大腸菌からヒトに至る生物に存在す
ることが報告されており，多くは細胞質に存在するタンパク質である (Ryffel et al. 
1991)。また，細胞外に存在する cyclophilin A は白血球の遊走に関与することが知
られている。白血球  (リンパ球，顆粒球，単球) に発現する CD147 は細胞外
cyclophilin Aのレセプターであり，損傷した組織で分泌される cyclophilin Aを認識
することで，これらの細胞が損傷組織へ遊走する (Yurchenko et al. 2002; Arora et al. 
2005; Damsker et al. 2007)。ウシでの cyclophilin Aに関する報告は少ないが，組織の
炎症部位では細胞外 cyclophilin A が豊富に存在し，炎症細胞の遊走に関与するこ




 Cyclophilin Aとウシ腸管組織における CK18との免疫二重染色および免疫電顕法
による観察では，M細胞でのみ cyclophilin Aが発現した。一方，CK18陰性の成熟
腸管上皮細胞では cyclophilin A の発現は見られなかった。以上のことから，
cyclophilin Aはウシの空腸および回腸における成熟上皮細胞において，M細胞特異
的に局在することが判明した。また，cyclophilin Aの局在は陰窩の幹細胞および増
殖細胞でも確認されたこと，in vitro M細胞である M-BIE細胞のみならず，未分化





Cyclophilin Aはヒト免疫不全ウイルス (HIV-1) のカプシドと強い親和性を有し，
特異的に結合することが HIV-1の感染に深く関与する (Franke et al. 1994; Thali et al. 
1994; Colgan et al. 1996)。また，宿主細胞を cyclophilin A のレセプターである
cyclosporin A 処理することによって，その感染が阻害される(Franke et al. 1994; 
Braaten et al. 1996; Hatziioannou et al. 2005)。HIV-1が CD4+ T細胞に感染するには，
腸管もしくは生殖器の粘膜バリアを通過する必要があり，これまでに FAEのM細
胞を介した HIV-1の粘膜感染経路が報告されている (Amerongen et al. 1991; Frankel 
et al. 1997; Stahl-Hennig 1999)。本研究においては，M細胞で特異的な cyclophilin A
の発現が確認された。以上のことから，腸管上皮における HIV-1 の取り込みには，
M 細胞膜表面に存在している cyclophilin A が関与する可能性が考えられる。一方，
腸管M細胞を介したHIV-1のトランスサイトーシスにはケモカインであるCXCR4
と CCR5が関与することも報告されている (Fotopoulos et al. 2002)。このことから，
cyclophilin Aが HIV-1のリガンドとしてではなく，細胞膜への接着や取り込みに対
して，補助的に関与する可能性も考えられる。Cyclophilin A は HIV-1 の他にも，
vaccinia virus，vesicular stomatitis virus，hepatitis C virus (C型肝炎ウイルス) の複製，
72 
 
感染に関与し，cyclosporin A によりそれらが阻害されることが報告されている 
(Castro et al. 2003; Bose et al. 2003; Watashi et al. 2003; Nakagawa et al. 2005)。このこ
とから，M 細胞膜表面に発現する cyclophilin A が特定のウイルス粒子を特異的に
認識して mediator として働く，もしくは cyclophilin A の PPIase 活性が取り込みを
補助，促進する可能性が考えられる。 
本研究では，ウシ腸管上皮細胞において，M 細胞の細胞膜および陰窩の未分化
増殖細胞の細胞質で特異的に cyclophilin A を発現することが判明した。今後，他
の動物種における cyclophilin A の発現様式，M 細胞および陰窩の未分化増殖細胞














3) Cyclophilin Aは陰窩の未分化細胞においても局在していた。 


















図 16 2H5-F3 モノクローナル抗体を用いた BIE 細胞および M-BIE 細胞の免疫染
色 





図 17 ウシ空腸および回腸組織における 2H5-F3 モノクローナル抗体の反応性 
2H5-F3モノクローナル抗体を用いた空腸 FAE (a, b)，空腸陰窩 (c)，回腸 FAE (e, f)，
回腸陰窩 (g) の免疫組織化学染色。b, fはそれぞれ a, cに示す白枠部位の拡大写真
である。陰性対照にはマウス IgGを用いて空腸 FAE (d) および回腸 FAE (h) を免疫
組織化学染色した。 




図 18 ウシ腸管 M 細胞および陰窩の上皮細胞における 2H5-F3 モノクローナル抗
体の反応性 
空腸 FAE (a, b, c)，課長 FAE (d, e, f) および陰窩 (g, h, i) の CK18 (緑) および 2H5-F3
モノクローナル抗体 (赤) による免疫組織化学染色。対比染色には DAPI (青) を用
いた。 




図 19 空腸および回腸パイエル板における 2H5-F3モノクローナル抗体反応性タン
パク質の細胞内局在の観察 
空腸 FAE (a-c)，回腸 FAE (d-f)，陰窩 (g) および FAE下の免疫細胞 (h) における
2H5-F3モノクローナル抗体を用いた免疫電顕観察。 




図 20 鼻咽頭，十二指腸，結腸における 2H5-F3モノクローナル抗体の反応性 
鼻咽頭 (a-c)，十二指腸 (d-f) および結腸 (g-i) の 2H5-F3抗体を用いた免疫組織化学
染色。 




図 21 2H5-F3 モノクローナル抗体が認識するの抗原の分離 
Lane 1: M-BIE細胞膜画分 (SDS-PAGE) 
Lane 2: M-BIE細胞膜画分の 2H5-F3モノクローナル抗体による western blotting 
Lane 3: M-BIE細胞膜画分のマウス IgGによる western blotting 
Lane 4: M-BIE細胞膜画分の 2H5-F3モノクローナル抗体による免疫沈降物 





表 4 2H5-F3モノクローナル抗体による免疫沈降物の LC-MS/MS解析 
Protein Accession No. MW Score 
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A  P62935 17,869 209 
histone cluster 1, H2ae-like XP_603142 14,165 80 
40S ribosomal protein S24 Q56JU9 15,197 59 





図 22 2H5-F3 モノクローナル抗体および抗 cyclophilin Aポリクローナル抗体を用
いた共免疫沈降 
I.P.: 免疫沈降，1st Ab M: western blottingの一次抗体に 2H5-F3モノクローナル抗体





図 23 2H5-F3モノクローナル抗体および抗 cyclophilin Aポリクローナル抗体を用
いた BIE細胞および M-BIE細胞の二重染色 
抗 cyclophilin A ポリクローナル抗体 (緑)，2H5-F3 抗体 (赤)，DAPI (青) を用いた
BIE細胞の免疫染色。 






図 24 2H5-F3 モノクローナル抗体および抗 cyclophilin Aポリクローナル抗体を用
















胞マーカーの同定と in vitro ウシ M 細胞モデルを確立し，これらを用いて M 細胞
特異的膜分子の同定および発現解析を行った。 
 これまで，反芻動物の M 細胞に関する研究は，そのほとんどが酵素組織学的手
法や電子顕微鏡観察による形態的な解析に基づいた知見であり，発現する分子，
分化やアポトーシス，高分子輸送 (トランスサイトーシス) 機構などの詳細は不明
であった。これは，生体内における M 細胞数が少ないにも関わらず，M 細胞マー
カーが存在しなかったことや in vitroにおける実験系が存在しなかったことが大き
な要因として挙げられる。 
 第 2 章においては，ウシ M 細胞マーカーを同定した。ウシ腸管上皮細胞の中間
径フィラメントは，CK18 および CK20 で構成されていることが判明した。成熟腸
管上皮において，CK18は FAEでのみ発現しており，CK18陽性細胞はM細胞の形
態的特徴を有した。一方，その他の成熟腸管上皮細胞が CK20 を発現することも




シ FAE における M 細胞の存在様式は空腸と回腸で大きく異なったが，どちらの
FAE においてもアポトーシス細胞は FAE 頂端付近の CK20 陽性細胞でのみ観察さ
れたこと，CK18陽性の M細胞が FAE頂端付近では減少することから，M細胞は
他の腸管上皮細胞へ再分化した後にアポトーシスする可能性が示された。 
 第 3 章においては，当研究室で樹立したウシ腸管上皮細胞株 (BIE 細胞) を用い
た in vitro M細胞分化モデルの確立を試みた。BIE細胞は IL-2刺激したウシ PBMC
の培養上清で 3 日間処理することで，M 細胞様の細胞に分化することが明らかに







較し，in vivo実験が困難であることから，本研究で確立された in vitro ウシM細胞
分化モデルがウシ M 細胞の分化機構や機能の解明に大きく貢献するものと期待さ
れる。過去に報告されている in vitro M細胞分化モデルでは腸管上皮細胞株とリン
パ球の直接的な接触が必要であるのに対し，本研究では IL-2刺激 PBMC培養上清




 第 4章では，前 2章で示したウシ M細胞マーカーおよび第 3章で示した in vitro 
M細胞分化モデルを用いて，M細胞特異的な 2H5-F3モノクローナル抗体を作製し
て，その抗体の認識する抗原を同定することで，M 細胞特異的に発現する細胞膜
分子の同定を試みた。その結果，2H5-F3 モノクローナル抗体は cyclophilin A を認




glycoprotein-2 がバクテリア繊毛の FimH を特異的に認識することで抗原を取り込
むことが報告されている (Hase et al. 2009)。また，cyclophilin Aも様々なウイルス
粒子との特異的結合，および感染に関与していることが報告されており，今回明
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